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El rol del calcio en la polarizaciéon de las células migrantes

El estudio de la forma en que los organismos vivos, en general, y las células, en particular,
procesan la informacion del medio que los rodea y actian en consecuencia es de gran interés.
Este procesamiento involucra “sensar’ las condiciones del ambiente e inducir cambios en las
condiciones internas de la célula en base a la informacién sensada. Estos cambios tipicamente se
organizan en “cascadas de sefalizacion” donde un cambio induce otro que induce otro y asi hasta
generar una “respuesta”. Los cambios se manifiestan en la activacion de enzimas, modificaciones
en la concentracién y/o distribucion espacial de sustancias mensajeras, cambios en la expresion
génica y eventualmente cambios en la estructura y/o forma de la célula. En este proyecto estamos
interesados en un proceso de gran relevancia fisioldgica: la migracion celular. Este proceso del
que participan todas las células en algin momento de su desarrollo es critico para el remodelado
y regeneracion de tejidos luego de que ocurre un dafno y esta también involucrado en numerosas
patologias como las enfermedades auto-inmunes o las metastasis.

Para que una célula pueda migrar en una direccién debe estar “polarizada”. Esto significa que
el frente (el lado hacia el que se desplaza) es distinto de la parte de atras. Se ha observado en
distintos tipos celulares (Hahn et al, 1992; Ridley et al, 2003) y, en particular, en las células
migrantes (Wei et al, 2009), que existe un gradiente de calcio intracelular creciente hacia la parte
posterior. El calcio participa de innumerables procesos fisioldgicos en casi todos los tipos
celulares. Tal vez el factor decisivo que lo convirtié en un mensajero universal haya sido el hecho
de que se pega muy facilmente a complejos moleculares y, al hacerlo, induce una reconfiguracion
de los mismos que les permite cambiar su funcionalidad. Para poder ejercer este rol como
mensajero, la concentracién de calcio intracelular libre es muy baja en condiciones basales. Las
sefales de calcio involucran entonces cambios en la concentracion intracelular que deben ser
transitorios ya que su elevacién prolongada lleva a la muerte celular. ;Qué es lo que hace
entonces que se mantenga un gradiente basal de calcio en las células migrantes?

Los estudios de Tsai et al, 2014 y 2015 muestran que la densidad de bombas que extraen el
calcio citosdlico para volverlo a su bajo nivel basal y la tasa de remocion de calcio citosoélico son
mayores en la zona delantera. En base a esto explican la existencia del gradiente. Nuestra
hipétesis es que hay otros efectos mas rapidamente modificables que a su vez afectan tanto la
densidad de bombas como la tasa de remocién del calcio que podrian cumplir también un rol
relevante. En particular, en el presente proyecto proponemos usar herramientas de modelado
matematico para estudiar el rol que cumple la distinta relacion area/volumen en la parte delantera
y trasera de las células polarizadas sobre la conformacion del gradiente basal de calcio. En caso
de contar con disponibilidad suficiente para usar el laboratorio se haran también experimentos
para observar y cuantificar el gradiente.

Modelado matematico
Plantearemos un modelo para la dinamica del calcio citosélico en términos de ecuaciones en

derivadas parciales que tengan en cuenta la difusion del calcio y de las proteinas (buffers)
difusibles con las que interactian los iones (Piegari et al, 2018). El modelo incluira también las



bombas e intercambiadores que remueven el calcio del citosol (Keener & Sneyd, 1998).
Resolveremos las ecuaciones en un sistema de geometria relativamente sencilla, como un “cafo”
de seccion variable. Haremos simulaciones incluyendo o no efectos de “pérdida” de Ca2+ desde
el lumen del reticulo endoplasmatico. Con este modelo evaluaremos el rol de los distintos efectos
sobre la formacion del gradiente cambiando la densidad de bombas, la intensidad de la remocion
y la relacioén area/volumen a lo largo del eje de la simulacién. En particular buscaremos cuantificar
en qué medida y cuan rapidamente puede variar el gradiente de calcio si alguna de estas
propiedades varia en escalas temporales realistas. Compararemos luego esta velocidad de
cambio con la velocidad de desplazamiento reportada en la literatura.

Trabajo experimental (en caso de ser posible)

Se buscara expresar un indicador de calcio codificado genéticamente para observar la
distribucion de los iones en el interior de las células. Una vez que esto se logre se intentara utilizar
un constructo combinando este indicador y otro que emita fluorescencia en otro color
independientemente de si tiene calcio ligado o no. Miembros del grupo han usado estos
constructos, en particular uno que combina GCaMP6f (que emite en el verde al ligar calcio) y un
fluoréforo que emite todo el tiempo en rojo, SFmCherry, para observar calcio en levadura
(Villarruel et al, 2021). Se evaluara como modificarlos para que puedan funcionar en el tipo de
células de interés en el proyecto. La observacion simultanea de la fluorescencia en ambos colores
permitira estudiar la distribucion inhomogénea del Ca2+ dentro del citosol.

Factibilidad del proyecto

Para las simulaciones numeéricas, se habilitara una cuenta para trabajar de forma remota
en alguna computadora del grupo o se implementaran las mismas en la nube de Google. En
caso de ser posible, el trabajo experimental se haria en el Centro de Microscopias Avanzadas y
en el Laboratorio de Microscopia y Microespectroscopia del IFIBA. Entre ambos laboratorios se
cuenta con el espacio, los insumos y el equipamiento relevante para la preparaciéon y medicion
de las muestras. El peso relativo de parte experimental variara dependiendo de la disponibilidad
del uso del laboratorio. El plan de tesis se enmarca dentro de un proyecto financiado por UBA
(UBACyYT 20020170100482BA) recientemente prorrogado para el afio 2021 y otro financiado por
ANPCyT (PICT-2018- 02026) que se ha comenzado a ejecutar en el 2020.

Seguridad e Higiene

Ambos laboratorios cuentan con planes de seguridad e higiene aprobados por el servicio
correspondiente de la FCEN-UBA. La estudiante sera entrenada en el uso del equipamiento y la
manipulacién de muestras y sera incorporada al plan una vez que se retorne a la presencialidad.
Se adjuntara luego, lo antes posible, la documentacion probatoria de todos estos aspectos.
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